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実験的皮膚炎における酵素組織化学的研究
一一1.?DNCB皮膚炎における酵素活性の経時的変動について一一
加藤 友 衛*
(昭和 48年?3月2日受付)
要 旨?
primary irritant derma-アセトン溶液をモルモット項背部皮膚に塗布し，1% DNCB1. 
titisを作製し，起炎後?9日目までの呼吸・解糖系酵素の活性の経時的変動を組織化学的に追求
した。?
2. 病理組織学的には，?6時間自に表皮・真皮聞に裂隙を認め，?1日自に表皮下水癌となり，
真皮浅層に白血球・リンパ球よりなる細胞浸潤を認めた。?3日目以後では表皮下水植はみられ
ず，? 4日目をピークとする表皮肥厚をみ，?7~9 日でほぼ起炎前と同様の所見となった。 
3. 組織化学的には，各酵素?(G6 PDH，LDH，GDH，SDH，Cyt. 0.，NADH-および?
NADPH・diaphorase)とも多少の時間的ずれはあるにしても，起炎?9時間目より活性の減弱
を認め，? 1日自に最低となり，?2日目より増強しはじめ，?3~6 日自にピーク伝達し，起炎前
より増強した活性を示し，?6~9 日目で起炎前と同等の活性に戻るという所見を得た。 
4. また，?Warburg検庄計を用い， スライスレベノレでの呼吸の経時的変動をみると， 酵素
活性の消長とほぼ同様のパターンを得た。?
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略語一覧:	 Cyt. 0.: cytochrome oxidase DNCB: 2: 4-dinitro・1-chlorobenzene 
GDH: g1utamate dehydrogenase G 6 PDH: glucose-6・phosphate 
dehydrogenase HE: hematoxylin-eosin LDH: 1actate dehydrogenase 
N AD: nicotinamide adenine din ucleotide N ADP: nicotinamide adenine 
din ucleotide phosphate NBT: nitro-blue tetrazolium chloride 
PID: primary irritant dermatitis PMS: phenazine methosulfate 
SDH: succinate dehydrogenase 
より動的な合理的な過程を表出する必要がある。
はじめに さて，数多くの皮膚疾患のうち，その過半を占めるも
炎症に関しては，古来，数多くの研究がなされてきて のは湿疹・皮膚炎をはじめとする炎症性皮膚疾患であ
いるが，その背景にある病理的，免疫生物学的，生物化 り，これらのメカニズムに対するアプローチの一法とし
学的要素は多岐にわたっており，きわめて複雑である。 て実験的皮膚炎が古くから用いられて来ている。皮膚炎
言うまでもなく，炎症はひとつの動的過程である。した 作製の際の起炎物質として，?DNCBはクロトン油など
がって，静的なより多くの点をとらえ，これをつなぎ， とならんで野んで用いられている。 し由コし，? DNCBに?
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のうEmbden-Meyerhof pathway，また，49)1.1.1. 
のうちTCA cycle，27) 1.1.1.(LDH) (EC ちから
よる?PIDは文献的に散見されるりわが，酵素組織化学的
検討に至ってはほとんどなされていない。
上述のごとく，炎症のメカニズムはきわめて複雑であ
るが，炎症を対象として実験を行なう際には，その全体
像を動的にとらえることが園難である以上，炎症のどの
面を指標にするかということが問題であり，また，炎症
の?historyが必要となる。とくに，抗炎症剤の作用を検
索する際にはきちんとしたモデ、ル炎症がなければならな
い。そこで著者は，?DNCB皮膚炎を作製し， その組織
学的，酵素組織化学的変動を経時的に観察した。
対象とした酵素は， 呼吸解糖系のうちから，?hexose 
monophosphate shunt の入口にある?G6PDH (EC 
から?(SDH)(EC 1.3.99.1)，また，?g1utamate と?α-
ketoglutarateとの聞の?(GDH)(EC 1.4. 1.2)， さら
に?electrontransport systemのうちから?(Cyt.0.) 
(EC 1.9.3.1)，力nえて?NADH-diaphorase (EC 1.6. 
99.3)，NADPH-diaphorase (EC 1.6.99.1)である。
実験材料および方法
1.実験的皮膚炎の作製?
PIDの作製には，?24時間前に抜毛した体重?250，.，350 
gのモルモット項背部の?3x4cmの皮面に， 約?0.2ml
の?1% DNCBアセトン溶液を塗布， 余剰溶液はスポン
ジにて吸収した。以下， 本文中の“DNCB皮膚炎"は?
PIDをさす。なお，それぞれにつき同一切片を?4匹から
作製した。?
2.実験方法?
DNCB溶液塗布後"?6，9時間目，?1，2，3，4，5，6， 
7，および?9日目に該部皮片を採取，直ちに冷アセトン・
ドライアイスにより急速凍結し，?cryostat (Lipshaw製?
Model 1600)を用い厚さ?10μ の被検切片を作製した。?
3.染色方法?
G6PDHは?Barka-Anderson法3) (ただし g1ucose
は?0.1M とした)，? LDHおよび?GDHは?Barka-An-
derson法3)，SDHは?Nachlas，Walker et Seligman 
法的に?PMSを最終濃度で?2.5mg%になるよう添加し
ため。?Cyt.O.は?Burstone法6円)(基質は cytochrome 
Cを最終濃度で?10mg%となるよう添加，またcoupler
としては?1・hydroxy-2・naphthoic acidを用いた)， 
NADH-および?NADPH-diaphorase は?Barka-An-
derson法3)によった。なお，それぞれにつき対照染色を
行なった。
なお，試薬のうち主要なもののみを列挙すると，?NAD，?
NADH，NADP，NADPH，G6Pは?Boehringer社
製，? NBTは和光純薬製，?p' aminodiphenylamineは
小宗化学薬品製，?PMSは?Sigma社製を使用した。?
4.生化学的検討
上述の炎症皮膚スライスを用い?Warburg検圧計(萱
同製)により呼吸の変動を経時的に追求した。基質とし
てはコハク酸を使用し，?Griesemerの系9)を用いた。
実験結果
1.肉眼的所見?
6，.，9時間目では， ごくわずかの紅此，?1"，， 2日目は紅
斑浮腫性の変化，?3日目は紅脱落屑性，?4日目に浸潤を
ふれ，?5，.6日目に浸潤は著明となり，?7，.，?9日目には軽
度の紅雌のみとなった。?
2.病理組織学的所見?
HE染色，?6時間自に， 一部に表皮・真皮聞の裂隙を
みる。?1日目，表皮下水抱をみ，真皮浅層に白血球・リ
ンパ球よりなる細胞浸潤が著明。?2日目，表皮下水宿の
ほか，真皮浅層に白血球・リンバ球・組織球よりなる細
胞浸潤。?3日目，表皮下水抱なく，軽度の過角化，表皮
肥厚，?spongiosisがあり，また，真皮浅層の細胞浸潤は
リンパ球と組織球。?4日目，表皮肥厚のほか，頼粒層の
肥厚が著明。真皮浅層の浸潤細胞に好酸球が混在。?5，.6
日目の所見は?4日目のそれに比し，組織球が増加。?7，.9
日目は表皮肥厚，真皮の細胞浸潤はそれぞれ軽度であっ?
た。?
3.酵素組織化学的所見
酵素活性の強弱の表現方法としては，ー，土， +，-ft， 
判t，十世を用い，それぞれ?4検体の平均を表示した。?
G6PDH: 起炎?6時間目では脂腺腺部の活性がわず
かに低下，?9時間自には、活性の低下は全域にみられ，?1 
日目にはほとんど消失。?2日目は起炎前とほぼ同等の活
性を示し，?5，.，6日自には起炎前より活性は増強し，?7日
)。1目以後は起炎前とほぼ同等の活性に戻った(表?
LDH: 活性は?9時間目から低下，?1日目の表皮では
ほぼ消失，毛嚢系にわずかにみとめられるのみ。?2日目
は表皮にわずかの活性をみ，?3日目は表皮・毛嚢とも中
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図1.正常モルモットにおける SDH活性:有練層
に(+)，基底層，内外毛根鞘に(件)，毛乳
頭，脂腺腺部lと(十)の活性をみる。
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DNCB皮!曹炎の LDH活性
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図 2.DNCB皮膚炎における SDH活性(1日目): 
有椋層， 基底層(ー~土)， 内外毛根鞘，毛
乳頭，脂腺腺部に(-1-十)の活性をみる。
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表 3.
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DNCB皮膚炎の GDH活性
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図 3.DNCB皮膚炎における SDH活性(4日目): 
有腕層(+"""'-1-十)， 基底層， 内外毛根鞘，毛
乳頭(十件)，脂腺腺部(-tt)の活性をみる。
弱。 2日目，表皮に弱い活性をみ， 3日目，正常時とほ
ぼ同程度の活性を示し，基底層型のパターンが認められ
た。 4....5日自には，全般的に起炎前以上の活性を呈し
た。 7"，9日目には起炎前とほぼ同等の活性(表的。
Cyt. 0.: 6"，9時間自には表皮・毛嚢系とも活性は
等度の活性。
2 )。
GDH: 9時間自に表皮の活性はきわめてわずか。
日目にほぼ消失，毛乳頭・脂腺腺部にわずかに残存ロ 2
日目に表皮にわずかの、活性をみる。 3日目以後は起炎前
とほぼ同等の活性(表3)。
SDH (図 1...3): 6....9時間目の活性は全般に起炎前
とほぼ同程度。 l日目，表皮に活性はほとんどなく，毛
嚢では真皮深層から浅層に近づくにしたがって活性減
4日目以後は起炎前とほぼ同等の活性(表
衛友藤
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DNCB皮膚炎の NADPH-diaphorase活性表 7.DNCB皮膚炎の SDH活性表 4.
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DNCB皮膚炎の Cyt.O.活性
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Warburg検圧計による DNCB皮H普炎の融
業消費量の経時変化(横制lは起炎後の日数)
3 2 。
図 4.
N ADPH-diaphorase: 9時間目から表皮の活性が低
下， 1日目にはほぼ消失。毛嚢系の活性はほとんど不
変。 2日目は起炎前とほぼ同等の活性。 3，-，6日日は表皮
‘毛嚢系とも起炎前より増強。 7日目以後は起炎前とほ
ぼ同等の活性であった(表7)。
DNCB皮膚炎の NADH-diaphorase活性
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スライスレベノレでの呼吸の経時的変動は，起炎後まず
l 日目に最低となり，以後次第に上昇， 3日目
6日目に起炎前の値に戻った(凶 4)。
3匹のモノレモットから 6検体を使用し
4.生化学的所見
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低下し，
にピークを示し，
なお，それぞれ，
た平均値である。
察
PIDを起こしうる DNCBの最低濃度は，
溶液で 0.12%10)"，-，0.1%以上 11)ともいわれているが，
Nilzenl2)は 1% DNCBアセトン溶液で 100%の， 0.2%
アセトン溶液で 20%のモルモットに PIDをみている。
実際には， 2--5 %の o1iveoil')， 1 %アセトン溶液2)が
アセトン
考
変らず， 1日目には表皮の活性は消失，毛嚢系にわずか
にみられた。 2.，3日目に表皮の活性は回復しはじめ， 4 
--5日目には起炎前より強い活性を示した。 6日目以後
は起炎前とほぼ同等の活性を示した(表 5)。
NADH・diaphorase: 9時間目から脂腺腺部の活性が
低下， 1日目には表皮の活性はほとんど消失。 2日目に
は起炎前とほぼ同等の活性を示し， 3，.，6日目は起炎前よ
り強い活性を示した。 7日目以後は起炎前とほぼ同等の
活性であった(表6)。
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用いられている。著者は， 50， 30， 10， 5および 1%ア
セトン溶液で予備実験を行なったが， 5%以上ではいず
れも壊死性炎を呈し酵素活性はまったく消失，生化学
的，組織化学的検索の材料としては不適当であった。
HE染色による経時的変化について Hunziker2)は，
14および24時間自に表皮下水癌， 真皮の白血球および
リンパ球よりなる細胞浸潤を認めているが，観察は 24
時間で終っている。 Jadassohnら13)は6時間自に表皮
下水癌を認めているo
Hatlら11)は， 10， 5， 1および 0.1%アセトン溶液を
モルモットに塗布， LDHおよび SDH活性は 10%以
下の濃度では 12時間では不変としている。これに対し
て，著者の実験では， 9時間目には減少しているものが
多く (GDH，G 6 PDH， LDH， NADPH-diaphorase)， 
l日自に活性はいずれも最低となり，表皮ではほとんど
消失している。しかし，毛嚢系ではある程度活性が残っ
ているものが多く (G6PDHはほぼ消失， NADH-お
よび NADPH-diaphoraseでは不変)，脂腺腺部ではほ
ぼ不変のものもあった (SDH，GDHおよび NADPH-
diaphorase) 0 2'"'-'3日目には，各酵素の活性に多少のず
れはあるにしても回復・増強し， 4'"'-'5日自にピ{クに達
し起炎前のそれを越える活性を示し，以後漸減し正常範
囲に戻るという所見を得た。これは Warburg検圧計に
よる呼吸の変動ともわずかのずれはあるにしても，ほぼ
一致した経過を示した。
皮膚においても， 他臓器と同様に TCA cycle9)， 
Warburg-Dickens pathwayI4)， Embden-Meyerhof-
Parnas pathwayベ電子伝達系16)の存在はすでに確認
されており，炎症時には高エネ jレギーを要し，代謝が允
進すると考えられ，そのひとつとして，組織の解糖・呼
吸の促進がいわれている。著者の実験では，起炎後，酵
素活性が一度減弱してから再び増強するという 2相性を
示し，単に代謝が充進するだけではないことを示した。
これは細胞の可溶性蛋自分画に属する酵素 (G6PDH 
および LDH)においても， ミトコンドリア内の酵素群
(GDH， SDH， Cyt. 0.， NADH-および NADPH圃
diaphorase)においても同様の消長が認められるが，そ
の変動において上記二群の酵素聞になんらかの異同を認
めることは本実験からは困難で‘ある。施行した個々の酵
素活性の変動については，時間的に多少のずれは認めら
れたが，特別な意義づけを行なうことは現段階では危険
であろう。いずれにしても，各酵素ともその消長におい
でほぼ一致したパターンを認め得た。
稿を終るにあたり， と指導， (:'校闘を賜わった竹
内勝名誉教授，岡本昭二教授に心からの謝意を表す
るとともに， c協力いたTごいた田辺義次講師jK感謝
します。
本論文の要旨は第10回日本組織細胞化学会総会に
て報告した。
本論文は審査学位論文である。
SUMMARY 
Enzyme histochemica1 studies were performed 
on the primary irritant dermatitis of guinea pig 
inflammed with 1 % DNCB in acetone.. using 
technigues for the demonstration of G 6 PDH， 
LDH， SDH， GDH， cytochrome oxidase and 
NADH-and NADPH-diaphorase activity. The 
first histo1ogica1 response to DNCB was the for-
mation of a slight 1acuna between the epidermis 
and the dermis at 6 hours， followed by the 
subepidermal，bullae and prominent cell infiltra-
tion composed of leucocytes and lymphocytes at 
24 hours. Beyond 3 days subepiderma1 bullae 
were not present. Marked acanthosis peaked 
at 4 days. At 7 and 9 days the epidermis and 
the dermis looked normal. In the various course 
of the time， although each activity of enzyme 
showed some time 1ag， essentially similar pat-
terns of enzyme activity cou1d be demonstrated. 
They began to reduce at 9 hours and showed 
the lowest 1eve1 at 24 hours. Then， at 2 days 
activities of enzymes began to enhance and 
peaked at 3 to 6 days. At 6 to 9 days the inten-
sity of reaction 100ked normal. With Warburg's 
manometer， respiration of the skin s1ices revea1ed 
the similar changes corresponding to the activi-
ties of enzymes. 
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